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RESUMO

DETERMINACAO DE ACUCARES TOTAIS EM REFRIGERANTES COM
SMARTPHONE

AUTORA: Sandra Kunde Schlesner
ORIENTADOR: Juliano Smanioto Barin

As técnicas geralmente utilizadas para a determinacdo de aclcar em bebidas ndo
alcodlicas empregam métodos classicos baseados em diferentes principios fisicos e quimicos.
Uma caracteristica comum destes métodos é o longo tempo de anélise, o consumo de elevada
quantidade de reagentes e geracao de residuos. Em alguns casos, como no método oficial para
determinacdo de acucares em bebidas, o procedimento analitico deve ser efetuado sob altas
temperaturas, o que oferece riscos ao analista. O uso de imagens digitais vem crescendo como
uma alternativa aos métodos analiticos classicos, onde a cor gerada durante uma reacao é
associada a variagao na concentracdo de uma substancia de interesse. Analises que antes eram
restritas a equipamentos de uso laboratorial, como espectrofotbmetros, podem ser feitas de
maneira rapida, com menor custo e geracdo de residuos, permitindo até mesmo a analise em
campo. Um método analitico colorimétrico, baseado no uso de imagens digitais foi proposto
para a determinacdo do teor total de aclcar de refrigerantes, buscando rapidez, facilidade de
uso, portabilidade e reducdo de consumo de energia, reagentes e geracdo de residuos. As
imagens foram capturadas com uma camera endoscopica que pode ser acoplada a qualquer
smartphone. A camera € inserida em um dispositivo fabricado com impressora 3D e as fotos
foram tiradas diretamente dos frascos usados para as rea¢fes colorimétricas. As imagens foram
obtidas antes e apds a etapa de centrifugacao. Parametros experimentais como tempo de reacéo,
volume total de solucdo e iluminacdo foram avaliados. Comparado com o método oficial
(AOAC 923.09, titulacdo de Lane-Eynon), os métodos propostos apresentaram concordancia
de 95,3 a 108,7%. Dezenas de amostras puderam ser analisadas em uma hora. A utilizacdo de
um método de avaliacdo das caracteristicas do método proposto (GAPI), relacionado a quimica
verde, revelou uma reducéo do gasto energético em 5,5 vezes e um volume de residuos 78 vezes
menor quando comparados ao método da AOAC.

Palavras-chave: Smartphone, imagens digitais; aparelho portatil; acucar redutor; colorimetria.



ABSTRACT

DETERMINATION OF TOTAL SUGAR IN SOFT DRINKS, WITH SMARTPHONE

AUTHOR: Sandra Kunde Schlesner
ADVISOR: Juliano Smanioto Barin

The techniques commonly used for determination of sugar in non-alcoholic beverages
are classical methods based on different physical and chemical principles. A common drawback
of these methods is the long time for analysis, the consumption of a high amount of reagents
and the generation of waste. In some cases, as for the official method for determination sugars
in beverages (AOAC 923.09), the analytical procedure should be carried out under heating,
which lead to safety risks to the analyst. Digital images have been used as an alternative to
classic analytical methods, in which the color generated during a colorimetric reaction is
associated with the variation in the concentration of analyte. Analyses that were previously
restricted to equipment for laboratory use such as spectrophotometers, were carried out quickly,
with lower cost and waste generation. Moreover, field analysis was feasible in such way. An
analytical method based on the use of digital images has been proposed for the determination
of the total sugar content of soft drinks. Rapidity, ease-to-use, portability, reduction of energy
consumption and reagents and waste generation were considered. The images were captured
with an external USB camera that can be coupled to any smartphone. The camera was inserted
in a 3D-printed case and picture were taken directly from the flasks used for the colorimetric
reactions. The images were obtained before and after the centrifugation step. Experimental
parameters such as reaction time, total solution volume and lighting were evaluated. Compared
with the official method (AOAC 923.09, Lane-Eynon titration), the proposed methods
presented agreement from 95.3 to 108.7% with the official method. Hundreds of samples can
be analyzed in one hour. The use of a chemical greenness index for evaluating the
characteristics of the proposed method, was applied in this study, showing the reduction of
energy expenditure by 5.5 times and 78 times less waste volume than the AOAC method.

Keywords: smartphone; digital images; portable device; reducing sugar; colorimetry.
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1 INTRODUCAO

Na industria de alimentos e bebidas os padrbes de qualidade devem ser atingidos a fim
de se garantir propriedades desejadas, como dogura, higroscopicidade e viscosidade, nos
produtos e a satisfacdo dos consumidores. Nesse sentido, h4 um interesse crescente por
tecnologias inovadoras que permitam a avaliagdo rapida dos produtos com custos acessiveis. A
determinacédo do teor de acUcares € um parametro de qualidade frequentemente avaliado nas
mais diversas areas, ndo somente em alimentos e bebidas. Por exemplo, em processos de
fermentacdo, o acompanhamento da quantidade de agUcares permite verificar as taxas de
consumo pelos microrganismos e, assim, estudar a cinética do processo. Na area da saude,
existem disfuncBes do organismo humano que sao influenciadas pela concentracédo de agucares
no sangue, como a diabetes. No ramo da engenharia de tecidos, onde ocorre a producédo de
fibras artificiais, a glicose é o principal metabdlito envolvido no crescimento celular. Desta
forma, pode-se perceber que a determinacdo de acUcares indica a importancia do
desenvolvimento de novas estratégias analiticas dentro e fora de industrias de alimentos e
bebidas.

Na literatura, diversos trabalhos podem ser encontrados acerca do desenvolvimento de
ferramentas rapidas e eficazes utilizadas para simplificar as analises de rotina necessarias para
o controle da qualidade e caracterizagdo de alimentos (BASKAN et al., 2016; CAYUELA,;
WEILAND, 2010; OH et al., 2017; RECH; WEILER; FERRAOQ, 2018; SANTOS; SANTOS;
AZEVEDO, 2014; VALENTE et al., 2014; XIA et al., 2015; ZHU et al., 2019), tais como
acucares e acidos organicos, sendo o ultimo indicador de possiveis adulteracbes em produtos
de origem vegetal.

As metodologias convencionais de determinacdo de acUcares ndo redutores como
sacarose, e redutores como glicose e frutose, sdo embasados em métodos classicos baseados em
diferentes principios fisicos e quimicos. Uma caracteristica comum desses métodos € o longo
tempo empregado na preparacdo dos varios reagentes utilizados e na execucdo da analise
propriamente dita. Além disso, a quantidade de reagentes utilizado é elevada gerando uma
grande quantidade de residuos (&cidos, bases, elementos tdxicos) que devem ser tratados para
futuro descarte (NEGRULESCU et al., 2012). Em alguns casos, como nos métodos descritos
em compéndios oficiais para a determinacao de agucares pelo método de Lane-Eynon (LANE;
EYNON, 1923; LATIMER JR., 2019) o procedimento analitico (titulacdo) deve ser efetuado

sob aquecimento, o que oferece riscos ao analista.
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Assim, torna-se imprescindivel o desenvolvimento de metodologias alternativas aquelas
comumente utilizadas em compéndios de analise de alimentos e bebidas, de forma a permitir a
determinacéo de acUcares de forma rapida, simples, que ndo necessite de equipamentos caros e
que garantam a seguranca dos analistas.

Entre as possibilidades para desenvolvimento de métodos alternativos, destacam-se as
imagens digitais, especialmente com o uso da colorimetria utilizando smartphones, que se
baseiam na formacdo de compostos coloridos cuja intensidade de cor pode ser obtida pelo
tratamento de imagens e relacionada com a concentracdo do analito (ASKIM; MAHMOUDI;
SUSLICK, 2013; PUANGBANLANG et al., 2019; SILVA NETO; FONSECA; BRAGA,
2016; SOARES; LIMA; ROCHA, 2017). Para tanto, ja existem aplicativos disponiveis que
permitem efetuar o processamento e o tratamento dos dados no proprio smartphone, o que torna
0 processo ainda mais simples, rapido, com baixo custo e com potencial para analises em
campo. Nesse sentido, diversas aplicagdes podem ser encontradas para anélise de alimentos e
bebidas, como etanol em cachaca, acidez em leite in natura, ions fluoreto e fésforo em aguas
naturais e tratadas, ferro em suplementos vitaminicos, aménia total em agua e flior em sistemas
alternativos de abastecimento de agua (BAUMANN et al., 2019; BEN DA COSTA et al., 2019;
BOCK et al., 2018; HELFER et al., 2017, 2018). Contudo, ndo foram encontradas aplicaces
empregando smartphone para a determinacéo de agicares em alimentos e bebidas.

Portanto, o objetivo deste trabalho consiste na avaliagdo do uso de imagens digitais
obtidas por smartphones para a determinacdo de acgucar total em refrigerantes como forma de
reduzir o tempo de analise de métodos convencionais que utilizam titulacdo ou
espectrofotometria. Adicionalmente, propde-se a diminuicdo da quantidade de reagentes
utilizados na analise de forma a minimizar custos e a geracdo de residuos, além de prover maior
seguranca ao analista. Neste contexto, pesquisas recentes tém comprovado que o uso de
imagens digitais em smartphones é uma alternativa de baixo custo, rapida e que permite o
controle de qualidade dos alimentos e processos industriais, com potencial inclusive para

analise em campo, através do uso de um aparato simples, impresso em 3D.
2 OBJETIVOS
O objetivo principal do presente trabalho foi avaliar o uso de smartphone para a

determinacdo de agUcares totais em refrigerantes empregando-se imagens digitais e um

aplicativo gratuito (Photometrix UVC).



14

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Otimizar os parametros que influenciam as medidas com smartphone
e Identificar as condi¢Bes 6timas de andlise
e Avaliar a exatidao frente a métodos de referéncia

e Avaliar as caracteristicas do método proposto com rela¢do a quimica verde

3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 ACUCARES EM ALIMENTOS E REFRIGERANTES

No Brasil, entre as bebidas ndo alcoodlicas, o refrigerante tem grande destaque, sendo
responsavel por 73% da quantidade vendida em volume pela industria de bebidas nao alcodlicas
do pais, em 2015 (VIANA, 2018). Isso mostra a ampla difusao desta bebida e a necessidade de
controle de qualidade do produto.

O refrigerante é uma bebida ndo alcodlica, formulada essencialmente por 4gua potavel,
suco ou extrato vegetal, com o acréscimo de acucares e/ou edulcorantes, sendo gaseificado
através da adicdo de didxido de carbono na propria inddstria (BRASIL, 2009). Um dos
principais ingredientes dos refrigerantes é o aclcar, o qual concede o gosto adocicado
caracteristico da bebida. Globalmente, a sacarose € o acglcar mais utilizado, em funcdo de
caracteristicas como ser muito solGvel em &gua, incrementar os aromas das bebidas e ser estavel
na presenca de muitas substancias quimicas. A sacarose é um dissacarideo, que se encontra
disponivel na forma cristalina ou na forma liquida - xarope de sacarose (ASHURST, 2016). Os
acucares séo utilizados em quantidades que variam de 7 a 12% (m/v), quando s&o a Unica fonte
de docura na formulacao de um refrigerante (LIMA; AFONSO, 2009; SHACHMAN, 2004).

Os acucares podem ser chamados de carboidratos, possuindo subclassificacbes de
acordo com suas caracteristicas quimicas. Os carboidratos podem ser classificados de duas
formas: os carboidratos simples, que s&o 0s monossacarideos; os carboidratos complexos, que
sdo compostos por dois ou mais monossacarideos ligados entre si. O dissacarideo sacarose € 0
acucar mais utilizado para o preparo de doces, sorvetes, e adocar refrigerantes ndo dietéticos.
Sua férmula molecular é C12H22011. Esse agucar é resultado da unido de uma molécula de

frutose e outra de glicose. Ambas possuem a formula molecular CsH120¢, mas na formacéo da
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sacarose ocorre a liberacdo de uma molécula de 4gua, formando a ligacédo glicosidica (BRUICE,
2005).

3.1.1 Acucares ndo-redutores (ANR)

Os dissacarideos, oligossacarideos e polissacarideos sdo conhecidos como ndo-
redutores, pois ndo possuem, geralmente, aldeidos ou cetonas livres em solucBes aquosas. Os
acucares nao-redutores (ANR) precisam sofrer hidrolise da ligacdo glicosidica para serem
oxidados. A sacarose, usada em refrigerantes, que é formada pela ligacdo entre o grupo
funcional aldeidico de uma molécula de glicose e o grupo funcional ceténico de uma molécula
de frutose, pode ser citada como um exemplo.

Os ANR sdo quantificados, geralmente, pelas mesmas metodologias que os agucares
redutores (AR) apds a hidrélise, que pode ser quimica ou enzimatica, para converter os ANR
em AR obtendo-se glicose e frutose, dois monossacarideos, como no caso da sacarose
(DEMIATE et al., 2002).

3.1.2 Acucares redutores (AR)

Existem acUcares que possuem os grupos carbonilicos livres e que reagem na presenca
de agentes oxidantes, normalmente em solucdes alcalinas. Esses sdo 0s AR, que sdo geralmente
monossacarideos, como a glicose e a frutose. Contudo, alguns dissacarideos, como a maltose
(formada por duas moléculas de glicose) e a lactose (formada por glicose e galactose) também
podem apresentar essa caracteristica. Os métodos quimicos usados para determinar carboidratos
na forma de monossacarideos sdo baseados no fato de que muitos desses apresentam poder
redutor (em meio alcalino a quente) sobre os ions cuprico, prata e férrico, bem como de outras
substancias organicas, produzindo complexos coloridos, ou precipitados que podem ser
quantificados (DEMIATE et al., 2002; NELSON; COX, 2014; SARTINI et al., 1998;
TAVARES et al., 2010).

A determinacdo de acucares redutores é frequentemente realizada na industria de vinho,
sendo um parametro importante para acompanhamento do processo de fermentacao e controle
de qualidade (ARAUJO et al., 2000; LOPES et al., 1995; SARTINI et al., 1998). O
monitoramento de agucares totais (AT) € de grande importancia na industria sucro-alcooleira,
principalmente no processo de melhoria da eficiéncia do processo de produgéo e qualidade da

cana de agucar em funcdo do teor de sacarose e avaliagcdo do estado de maturacdo da planta
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(ZAGATTO et al., 2005). A determinagéo de agucares é também um parametro de fundamental
importancia para a avaliagdo de méis, pois permite a elaboracdo de padrBes de qualidade e
protege o consumidor de possiveis adulteragdes (ALVES et al., 2005).

As técnicas analiticas para a determinacéo de teor de aclcar baseiam-se nas diferentes
propriedades fisicas ou quimicas de cada acgUcar para determinar sua concentracdo em uma
amostra de interesse. Como comentado anteriormente, os ANR também podem ser
determinados por meio dos métodos para AR, desde que eles sejam hidrolisados previamente
de forma enzimética (ANDJELKOVIC; PICURIC; VUJICIC, 2010) ou quimica (AOAC,
Método 923.09 A(c) (LATIMER JR., 2019)), para se tornarem redutores. Dessa forma, a seguir
sdo discutidos os principais métodos empregados para determinacdo de agucares em alimentos

e bebidas.

3.2 METODOS PARA DETERMINACAO DE ACUCARES EM ALIMENTOS E
BEBIDAS

Diversos métodos analiticos tém sido propostos para a analise quantitativa de aclcares
(p. ex. sacarose, glicose e frutose) em alimentos. Os métodos mais utilizados para determinagéo
individual das moléculas de aglcar sdo os que envolvem métodos de separacdo como a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), cromatografia em camada delgada (CCD?) e
a cromatografia gasosa (CG), pois sdo considerados seletivos, precisos e sensiveis (TAVARES
et al., 2010). Contudo estes ndo sdo métodos disponiveis para a maioria dos laboratorios
presentes nas industrias de alimentos, pois além do alto custo dos equipamentos, a operacao é
demorada e demanda analistas especializados.

Outros métodos convencionais mais acessiveis baseiam-se em principios fisicos ou
quimicos diferentes. Por exemplo, os AR reagem com ions cobre e outros agentes oxidantes e
podem ser determinados através de técnicas analiticas que envolvam a titulometria de
oxirreducdo (CALDAS et al., 2015; OLIVEIRA, 2002). Dentre os métodos que podem ser
usados para a deteccdo dos grupos aldeidos e cetonas dos AR estdo os métodos com 0 uso de
reagente de Tollens (Ag(NHs)?*), do reagente de Fehling (Cu?*, complexado com o ion
tartarato) e o regente de Benedict (Cu?*, complexado com o ion citrato) (CALDAS et al., 2015).

Além desses métodos muitos outros tém sido propostos e baseiam-se em principios
muito diferentes entre si. Portanto a escolha para cada situagéo deve levar em conta a amostra
a ser analisada, a viabilidade técnica, o tempo de resposta, o custo empregado e a confiabilidade

necessaria. Na Tabela 1 s&o listados os diversos métodos para determinagédo de acUcares.
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Tabela 1- Principais técnicas utilizadas para a determinacdo de agUcares em alimentos e
bebidas.

Referéncia
(CALDAS et al., 2015)

Técnica Método
Refratometria indice de Refracéo - © Brix

Rotacdo do plano de

Polarimetria . (LATIMER JR., 2019)
polarizacao
Enzimatica Enzima glicose oxidase (BERGMEYER; BERNT, 1974)
EDTA (MATISSEK, R.; SCHENEPEL,
Titulometria F.M.; STEINER, 1998)
(Volumetria) Lane-Eynon (LANE; EYNON, 1923)
Luff-Schoorl (MARRUBINI et al., 2017)
Gravimetria Musson-Walker (SPENCER; MEADE, 1945)
ADNS (MILLER, 1959)
Antrona (LUDWIG; GOLDBERG, 1956)

Espectrofotometria

Cromatografia

Fenol-sulfurico
Somogyi-Nelson
CLAE

CG

ccpt?

(DUBOIS et al., 1956)

(MICHAEL, 1952; NELSON, 1944)
(MAGWAZA:; OPARA, 2015)
(AL-MHANNA, 2018)

(FARAG, 1979)

IC (VENTE et al., 2005)

EDTA - Acido etilenodiaminotetracético

ADNS - Acido 3,5-dinitrosalicilico

CLAE - Cromatografia liquida de alta eficiéncia

CG - Cromatografia Gasosa

CCD! - Cromatografia em camada delgada

IC - Cromatografia i6nica (do inglés lon chromatography)

3.2.1 Refratometria

Esta é a técnica mais difundida e aplicada no controle industrial na determinagédo
quantitativa de aclcares. E um método indireto, fisico, ndo seletivo que determina a
concentracédo de solidos solUveis totais e por isso ndo faz nenhuma distin¢ao entre os tipos de
aclcares presentes e suas concentragdes.

O refratbmetro mede o desvio da luz e retorna um valor de indice de refracdo, que é
comparado com um padréo, previamente calibrado (CALDAS et al., 2015). A unidade utilizada
é o0 grau Brix (°Bx). A medida de 1°Bx representa 1 g de compostos soluveis totais a cada 100
g de amostra. A Refratometria (RF) é apropriada para medidas rotineiras, com o objetivo de
liberacdo de amostras para o laboratério de Controle da Qualidade ou em empresas de pequeno

porte para controle final da producdo, por apresentar resultados rapidos de maneira simples.
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Caldas e colaboradores (2015) realizaram experimentos comparativos entre RF,
espectrofotometria (método fenol-sulfdrico) e cromatografia liquida aplicadas a determinacao
de acucares em néctar e em suco concentrado de uva. Os resultados demonstraram que a
espectrofotometria ndo foi adequada para o controle de qualidade para determinacdo dos
acucares totais para este tipo de amostra, pois se diferenciou em relacdo a RF e CLAE
apresentando valores significativamente maiores. A cromatografia, além de resultados
concordantes em termos de acuUcares totais, € a melhor técnica para quantifica-los
separadamente, propiciando através do teor de frutose e glicose a verificacdo de adulteracao do
produto, mas o equipamento possui um alto custo. A RF mostrou-se a técnica mais adequada
em rotina de processo, dada a sua precisdo com menores erros relativos calculados, praticidade
sem preparo de amostra e simplicidade do equipamento e da técnica, mas esta mede somente 0
total de sélidos sollveis sem discriminacdo e seletividade em termos de acUcares e tipo de

produto.

3.2.2 Polarimetria

Os agUcares possuem carbonos assimétricos em sua estrutura, 0 que permite que estas
moléculas desviem o plano de vibracdo da luz plano-polarizada. Devido as diferencas nas
estruturas, o desvio da luz se dara de forma diferente para cada molécula (Tabela 2). Portanto,
trata-se de uma propriedade caracteristica que pode ser usada para auxiliar na caracterizacdo
e/ou quantificacdo dos agucares. O polarimetro é um instrumento 6tico capaz de medir o grau

de rotagcdo molecular.

Tabela 2 - Valores de rotacdo especifica de alguns acucares.

Acucar Rotaciio Especifica (a)
Sacarose +66.5°
Glicose +52,5°
Frutose -92,5°

Fonte: 1AL, 2008.

A polarimetria € um dos métodos oficiais para determinacdo de agucares redutores e
totais em alimentos, segundo a AOAC. Mas esta técnica exige condicOes especificas e existem
sérias limitacOes se as atividades Opticas de outras substancias presentes na amostra interferem

na determinacdo polarimétrica. Este método é o mais adequado para determinacgdo de amido, e
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é 0 método recomendado pelo Ministério da Agricultura do Brasil, por ser o indicado pela
Comunidade Europeia (MACHADO; CAMPOS; SOUZA, 2009).

3.2.3 Enzimatico

Dentre os métodos enzimaticos, pode-se citar a metodologia enzimético-colorimétrica
descrita por Bergmeyer e Bernt (1974) para a quantificacdo de glicose, que utiliza a enzima
glicose oxidase, disponivel em kits comerciais. Esta enzima, por sua vez, € responsavel por
catalisar a oxidacdo da glicose para acido glucurénico e perdxido de hidrogénio. Por meio de
uma reacdo oxidativa de acoplamento catalisada pela peroxidase, o perdxido formado reage
com um grupo cromoforo doador de hidrogénio e o oxida a um derivado colorido, em que é
possivel realizar a leitura da absorbancia em espectrofotdmetro na regido do visivel.

Conforme Pereira et al., (2008), 0 método enzimatico desenvolvido para a quantificagdo
espectrofotométrica do teor de glicose em amostras frescas de batata é pratico, econémico e
altamente especifico para o analito. Os resultados indicaram que a metodologia apresenta

seletividade, linearidade e precisdo para ser utilizada com baixos teores de acUcares redutores.

3.2.4 Titulometria

A titulometria baseia-se na quantidade de um reagente de concentracdo conhecida que
é consumido por um analito, levando em consideracdo a estequiometria de reacdo envolvida.
Nesta técnica sdo utilizadas etapas diferentes para a determinacdo AR e ANR. Para analisar
acucares ndo-redutores, é necessario realizar hidrélise prévia em meio acido. A hidrolise,
também conhecida por inversdo, promove a alteracdo de uma substancia complexa que é

guebrada em moléculas menores em meio acido ou com o uso de enzimas como catalisadores.

3.2.4.1 Meétodo de Lane-Eynon.

O método de Lane-Eynon (LANE; EYNON, 1923) também conhecido como Método
de Fehling, consiste na reducdo completa dos ions cupricos do reagente de Fehling (uma
solugdo de acido tartdrico com cobre alcalino) a oxido cuproso, causada pelos acucares
redutores. Esta reacdo forma um precipitado vermelho de 6xido cuproso. A solucdo inicial €
azul, devido ao ion cuprico, e a amostra é gotejada em titulagcdo até que a solucdo adquira

coloragdo vermelho-tijolo. A leitura do ponto final da titulacdo é relativamente grosseira e



20

depende da sensibilidade e da préatica do analista. Nesta reacdo, o tartarato de sodio e potéssio
forma um sal com Cu?*, de coloragdo azul anil, que sofre reducéo e resulta em 6xido cuproso,
de coloracdo avermelhada. O monossacarideo é oxidado e isto resulta em um sal sodico
(DEMIATE et al., 2002; TAVARES et al., 2010). A reacdo é apresentadana  Figura 1.

Figura 1 - Mecanismo da reagdo entre o0 monossacarideo presente na amostra e o fon Cu?*, que
resulta na formacéo de precipitado de Cu.O.

0
0 0 0
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~ /ONa L O-Na
. H N
H——OH N Ho H—TOH  H—{o,
HO——H + O/Cu + Na-OH—> HO——H & + CuZOl
H——oH H Al on OH
oK H K
H——OH \O H——OH ¢
X
0]
oH “OH

Fonte: Adaptado de Tavares et al. (2010)

Para atingir resultados exatos com a utilizacdo dessa metodologia é necessario manter
ebulicdo constante durante a titulacdo, para evitar que o Oxido cuproso (de coloracdo
avermelhada) seja oxidado pelo oxigénio presente no ar e passe a condicdo de 6xido cuprico
(de coloracdo azul). Além disso, devido a necessidade de aquecimento, a titulacdo deve durar
no maximo trés minutos, de modo a evitar a decomposicdo dos agucares, proveniente do
aquecimento prolongado.

Esta é uma técnica amplamente utilizada, mas pode apresentar erros devido a fatores
como a preparacdo antecipada do reagente de Fehling, tempo de ebuli¢do incorreto e erro no
momento da adi¢do dos reagentes. Além disso, a preparacdo da solucdo de Fehling é complexa
e o tempo total de andlise é longo. (FLEISCHER, 2017; GORBUNOVA; BAYAN;
VOITSIKHOVSKAYA, 2010).

Esta metodologia é oficial no Brasil para a determinacao de agucares ou carboidratos, a
qual é regulamentada para aplicacdo em bebidas, como os refrigerantes, pelo MAPA
(Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento) através da Instrucdo Normativa N° 24
de 08 de setembro de 2005 (BRASIL, 1986). O método de Lane-Eynon também é bastante
utilizado para determinagéo de agucares na uva, suco de uva, mosto e vinho, sendo descrito nos
Métodos Analiticos do Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008).
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3.2.4.2 Método Luff Schoorl

No método Luff-Schoorl, o aglcar é oxidado, enquanto os ions Cu?* sdo reduzidos a
Cu'’. Este cation precipita na forma de Cu,O em meio alcalino e 0 excesso de Cu?* é
determinado por iodometria. A determinacdo de aclcares é feita a partir de um fator de
conversdo titulando-se uma solugéo de tiossulfato de sddio 0,1 mol L™ com uma solugéo padréo
de glicose 1%. (MARQUES et al., 2016; MARRUBINI et al., 2017).

3.2.4.3 Acido etilenodiaminotetracético (EDTA)

No método complexométrico com EDTA, os aclcares presentes na amostra reagem com
a solugdo de Cu?*, e estes jons sdo reduzidos a Cu*, que precipitam na forma de Cu20. A
concentracéo residual de Cu®* é entfo titulada frente a uma solugéo padronizada de EDTA
(ACEVEDO et al., 2018; MARQUES et al., 2016). Para as determinaces dos agUcares é

utilizado um fator de conversao, calculado titulando-se uma solucao padrédo de glicose.

3.2.5 Reagente de Benedict

O Reagente de Benedict (também chamado de solucdo de Benedict) é um reagente
denominado por um quimico americano, Stanley Rossiter Benedict (BENEDICT, 1908). E
usado como teste qualitativo para a presenca de agucares redutores. Este reagente permite inferir
se um monossacarideo ou dissacarideo é um agucar redutor, com objetivo semelhante ao teste
de Tollens e Fehling. Faz uso de uma Unica solugdo de citrato de cobre (11) que ndo se deteriora
tdo rapidamente quando armazenado em relacéo ao reagente de Fehling.

O reagente de Benedict é uma solucéo alcalina contendo fons Cu?*que so reduzidos a
Oxido cuproso, formando um precipitado vermelho (PATACA et al., 2007).

A cor do precipitado obtido permite inferir semiquantitativamente sobre a quantidade
de acucar presente no Solucdo. Um precipitado esverdeado indica aproximadamente 0,5% de
acucar, precipitado amarelo indica 1%, laranja indica 1,5% e vermelho indica 2% ou
concentracgdo superior (DAVIS, 1963). A cor varia dependendo da quantidade de agucar redutor
na amostra. O teste de Benedict promovera uma mudanga de cor para qualquer mono ou

dissacarideo que contenha um grupo hemiacetal ou hemiacetona.
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A solucdo de Benedict foi usada para testar a presenca de aglcar em refrigerantes por
Godwill et al., (2015) mas a determinacéo foi realizada qualitativamente, proporcional a cor
apresentada na reacao.

Este reagente é usado como um detector de presenca de glicose na urina, podendo
indicar sinal de diabetes. Testar uma amostra de urina com o reagente de Benedict € uma
maneira simples de verificar a presenca de glicose em pessoas suspeitas de terem esta doenca
(BENEDICT, 1911; KUMAR; GILL, 2018; NIKOLELIS; PAPASTATHOPOULOQOS;
HADJIIOANNOU, 1978).

Apesar das vantagens associadas ao uso desse reagente, como utilizacdo de uma Unica
solucdo e maior estabilidade quimica, ndo foram encontrados trabalhos empregando tal

reagente para determinacdo de acUcares através de imagens digitais.

3.2.6 Gravimetria

3.2.6.1 Munson-Walker

Fundamenta-se na quantificacdo da quantidade de precipitado de Oxido cuproso
formado ap6s a reducdo de ions cobre bivalentes, em meio bésico, pelos aglucares redutores (p.
ex., glicose e frutose). As andlises sdo gravimétricas e realizadas de acordo com Spencer e
Meade, (1945) e o método 925.47 da AOAC (LATIMER JR., 2019). A determinacdo das

porcentagens de acucares é feita utilizando uma tabela de conversédo fornecida pelos autores.

3.2.7 Espectrofotometria

Os métodos espectrofotométricos permitem a determinacdo ndo somente de agUcares
totais, mas é possivel distinguir AR e ANR. Espectrofotbmetros séo instrumentos capazes de
registrar dados de absorbancia ou transmitancia em fungdo do comprimento de onda. O espectro
de absorgdo é caracteristico para cada espécie quimica, sendo possivel a identificacdo de uma
espécie quimica por seu “espectro de absor¢dao”. A caracteristica mais importante dos
espectrofotdbmetros é a selecdo de radiacbes monocromaticas, 0 que possibilita inimeras

determinacgOes quantitativas regidas pela Lei de Lambert-Beer.

3.2.7.1 Acido 3,5-dinitrossalicilico (ADNS)
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O método espectrofotométrico descrito por (Miller (1959) para a anélise de agUcares
redutores se baseia na reducdo em meio alcalino, do acido 3,5—dinitrossalicilico em &cido 3-
amino-5-nitrossalicilico, por acdo dos acucares redutores, dando origem a um complexo
acastanhado que ¢ avaliado espectrofotometricamente em 540 nm.

O ADNS ¢ reduzido para acido 3-amino-5-nitrossalicilico, e o grupamento aldeido é
oxidado a acido aldénico. Entretanto a equivaléncia entre 0 amino-5-nitrossalicilico produzido
e a quantidade do acgucar ndo é exata e diferentes acucares produzem diferentes intensidades na
cor desenvolvida. Isso sugere que a quimica da reacdo deva ser mais complexa que a
apresentada na Figura 2, podendo estar relacionada com as reacfes de decomposicdo de
acucares em solucéo alcalina (MILLER, 1959).

O método ADNS ¢é amplamente utilizado para estimar a concentracdo de AR em
diferentes amostras (GONCALVES et al., 2010; SHAO; LIN, 2018; WOOD et al., 2012; XIA
et al., 2015). E empregado na indUstria fermentativa, na deteccio de carboidratos nos mostos
pois mostra-se importante ndo sé no inicio do processo, para se saber o percentual tedrico de
etanol que pode ser obtido, como também durante e no fim da fermentacéo, para se avaliar a
velocidade de consumo dessas fontes de carbono e o quanto de agucar deixou de ser fermentado
(DOS SANTOS et al., 2017).

Figura 2 - Reducédo do &cido 3,5- dinitrosalicilico pelo agutcar, em meio alcalino, a acido 3-
amino-5-nitrosalicilico formando &cido aldonico.

COOH COOH
CHO COOH
OH ‘ OH
+ OH +
O ——
NO
NO2 5 NO’ NH2
, A.R= acticar . ) Acido
Acido 3,5-dinitrossalicilico redutor genérico Acido 3-amino-5- aldonico

nitrossalicilico

Fonte: Adaptado de SILVA et al., (2003)

3.2.7.2 Antrona

A reagdo de antrona se baseia na ag&o hidrolitica e desidratante do acido sulfirico
concentrado sobre os carboidratos (LUDWIG; GOLDBERG, 1956). Quando a reacdo € levada
a efeito com carboidratos com ligagdes glicosidicas, estas sdo hidrolisadas e os agtcares simples
desidratados para furfural ou hidroximetilfurfural. Essas substancias se condensam com a

antrona (9,10-dihidro-9-oxoantraceno) dando um produto de coloragdo azul intenso
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(TREVELYAN; HARRISON, 1952). Os acucares totais sdo quantificados por
espectrofotometria em comprimento de onda de 620 nm, utilizando uma curva padréo de

glicose.

3.2.7.3 Método Fenol-sulftrico

Baseia-se na determinacdo de acuUcares simples, polissacarideos e seus derivados
incluindo os metil-ésteres com grupos redutores livres, ap6s a desidratacdo dos mesmos pelo
acido sulfarico e subsequente complexacao dos produtos formados com o fenol. A mudanca da
cor da solucéo é medida na regido do visivel e é proporcional a quantidade de agucares presentes
na amostra (CALDAS et al., 2015; DEMIATE et al., 2002). A reacéo é sensivel e de cor estavel
(DUBOIS et al., 1956). Os teores de agucares totais sdo determinados por espectrofotometria a

um comprimento de onda de 490 nm utilizando-se uma curva padréo de glicose.

3.2.7.4 Somogyi-Nelson

A anélise colorimétrica de Somogyi-Nelson (MICHAEL, 1952; NELSON, 1944) é um
exemplo de método quimico, em que é possivel quantificar AR. O método baseia-se na
propriedade redutora dos acucares sobre o cobre, presente no reativo. Os glicidios redutores
aquecidos em meio alcalino, transformam-se em enodidis que reduzem o0s ions cupricos
presente a 0xido cuproso. O oxido cuproso formado reduz o reagente arseno-molibidico a 6xido
de molibdénio de coloracdo azul cuja intensidade de cor é proporcional a quantidade de
acucares redutores existentes na amostra. O teor de acUcares redutores é calculado por
espectrofotometria a 510 nm, utilizando-se uma curva padrdo construida a partir de uma solucéo
de glicose (KIM; SAKANO, 1996; LUO et al., 2019; SHAO; LIN, 2018).

3.2.8 Cromatografia

A cromatografia € um processo mais complexo e preciso do que as metodologias que
envolvem o0s processos supracitados para determinacdo de acgucares. Seu diferencial é a
seletividade em relacdo aos diferentes monossacarideos e dissacarideos que séo quantificados
individualmente em uma Unica analise. A cromatografia pode ser combinada com diferentes

sistemas de deteccdo, permitindo a determinacdo de diferentes compostos.
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3.2.8.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia — CLAE.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) ou em inglés, High Performance
Liquid Chromatography (HPLC), tem sido amplamente utilizada na identificacdo e
quantificagio de compostos ativos em alimentos e bebidas. E uma técnica empregada na analise
de diferentes aglcares, como a glicose, a frutose e a sacarose (MA et al., 2015).

A identificacdo é realizada baseando-se nos tempos de retencdo e adicdo de padrdes a
amostra. A quantificacdo é realizada por padronizacdo externa utilizando-se curvas de
calibracdo analiticas construidas a partir das areas dos picos cromatograficos. As vantagens de
sua utilizacdo envolvem alta eficiéncia, sensibilidade e reprodutibilidade, mas limita-se a
necessidade de profissional treinado e com experiéncia, solventes altamente puros e altos
valores de equipamento e analise (CAPUANO; VAN RUTH, 2012).

3.2.8.2 CLAE com detector de indice de refracéo (CLAE-IR)

Também chamado de refratdmetro diferencial, este sistema é conhecido como detector
universal por apresentar respostas para qualquer espécie de amostra e por ser amplamente
utilizado em ensaios para a determinacdo de teor de aclcares em diversas amostras. A analise
baseia-se na mudanca do indice de refracdo do eluente por causa dos componentes da amostra.
Quanto maior a diferenca do indice de refracdo entre a fase mdvel e 0 componente da amostra,
mais intenso é o sinal. A técnica cromatogréafica permite quantificar diferentes agucares em uma
mesma corrida cromatografica, como realizado por Caldas et al., (2015).

ZIELINSKI et al. (2014) desenvolveram um método empregando CLAE-IR
demonstrando ser rapido e eficiente para quantificacdo de acUcares (sacarose, D-glicose, D-
frutose e D-sorbitol) presentes no suco de maca. A preparacdo da amostra € simples, exigindo
apenas diluicdo e filtracdo antes da injecdo, e a fase mdvel (agua) utilizada gerou pequena

quantidade de residuos néo toxicos.

3.2.8.3 CLAE com detector do tipo eletroquimico.

Também conhecido como detector amperimetro, este modelo de detector é baseado na
oxidacdo de alguns compostos quando submetidos a um potencial elétrico. Utiliza-se um par de
eletrodos para aplicar a diferenca de potencial elevado o suficiente para provocar uma reagao

de oxidacdo ou reducdo, que gera uma corrente e essa corrente é medida pelo detector
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eletroquimico. A corrente gerada é proporcional a concentra¢do do componente, sendo um dos
melhores detectores em termos de quantidade minima detectada (SKOOG; HOLLER;
CROUCH, 2006).

Pico e colaboradores (2015) quantificaram glicose, isomaltose, maltose, maltotriose,
maltotetraose e maltopentose em farinha de trigo por CLAE com detector eletroquimico.

No controle da qualidade do vinho em relacdo & quantidade de acUcares, acidos
organicos e alcoois, a CLAE apresenta preparo facil da amostra, requer pequenas quantidades
de amostra, ndo ha necessidade de solvente organico, tempo de execucdo rapido e apresenta
uma separacao satisfatéria da amostra que é muito complexa com baixa interferéncia da matriz
(DE SOUZA et al., 2019)

3.2.8.4 Cromatografia de ions com detector amperométrico (CLAE-AD)

A cromatografia de ions pode ser considerada uma fusdo de duas grandes areas: a
cromatografia liquida e a troca ibnica. Ela tem sido amplamente utilizada pela industria
acucareira para fracionar mono e oligossacarideos. Amplamente utilizada em sistemas de
andlise de fluxo devido a sua alta sensibilidade e simplicidade instrumental. Os agUcares, como
eletrolitos fracos, mostram pouca interacdo com resinas de troca aniénica em meio aquoso.
Essas interacfes sdao aumentadas com a formacdo de complexos de aglcar com boratos e 0
mecanismo de separacdo € principalmente troca idnica (VENTE et al., 2005)

ZHU et al., (2019) desenvolveram um método de CLAE-AD simples e sensivel e
validado para a determinacdo de dezenove aclcares em geleias real. As performances do
método, em termos de nimero de acucares detectiveis, faixa de calibragdo linear e
sensibilidade, mostrou-se superior as do método CLAE-IR. O método proposto permitiu a
determinacdo dos agucares em menores concentracGes, encontrados nas geleias reais, que

dificilmente séo identificados pela CLAE-RI.

3.2.8.5 Cromatografia gasosa com espectrémetro de massas

O acoplamento de um cromatégrafo com o espectrometro de massas combina as
vantagens da cromatografia (alta seletividade e eficiéncia de separacdo) com as vantagens da
espectrometria de massas (obtencéo de informacao estrutural, massa molar e aumento adicional
da seletividade). A cromatografia gasosa com espectrometro de massas foi usada, por exemplo,

como metodo qualitativo para identificar os tipos de acucar em amostras de tamaras. Os



27

resultados demonstraram que o suco analisado continha glicose, frutose e sacarose. Os
resultados do GCMS determinaram o0s ensaios enzimaticos apropriados (ensaio enzimatico
padrdo e medicdo da mudanca de pH pelo analisador CL10) para quantificar os aglcares no
suco de tamaras, confirmando os acucares identificados e fornecendo o teor de acucar da
amostra (AL-MHANNA; HUEBNER; BUCHHOLZ, 2018).

Na Tabela 3 é apresentada uma revisdo com varios trabalhos com determinagdo de AR

e ARN por diversos métodos.



Tabela 3 - Métodos de determinacéo de agucares em diversas matrizes, disponiveis na literatura

(Continua)
Amostra Caracteristicas Método Analito Referéncia
Algas Método ADNS Espectrofotométrico  Acucar redutor GARRIGA, 2017

Amostras solidas (vegetais,
frutas, cereais)

Bebidas carbonatadas e leites
fermentados

Bebidas energéticas
Caldo de cana

Cerveja

Chocolate, farinha, biscoito e
achocolatado

Leites vegetais (arroz, soja,
aveia, améndoa, quinoa)

Mel

Morangos
Peras (fruta)
Refrigerantes
Refrigerantes

Refrigerantes

Solucéo de Fehling em capsulas
CLAE (AOAC)

Método ADNS

Equipamento REDUTEC, com
modelo matematico

Método Fenol-Sulfarico e (Molisch’s

test)
Método Luff-Schoorl (kit de ensaio
K-SUFRG)

NIR usando PLS e Luff-Schoorl
FT-IR

CLAE x NIR-HSI

Vis-NIR, acoplado ao algoritmo de
selecdo por comprimento de onda.
Densidade (comparativo com
refrigerante zero)

Método Knight e Alien e EDTA

Espectroscopia Raman e CLAE

Colorimétrico
Cromatogréfico

Espectrofotométrico

Espectrofotométrico
Enzimatico

Titulométrico

Cromatografico
Cromatografico
Densimétrico
Titulométrico

Espectrofotometrico

Acucar redutor

Glicose, Frutose e
Sacarose

Acucar redutor
Acucar redutor
Acucar total
Sacarose e lactose

Acucar total

Acucar redutor

Frutose, glicose e
sacarose

Acucar redutor

Sacarose
aproximada
Baixo teor de
acucar redutor
Glicose, frutose e
sacarose

GORBUNOVA, 2010
CHOI et al., 2011
HOSSAIN et al., 2015
MARQUES, 2016
BOAHEN, 2015
KOMES et al., 2011

MARRUBINI, 2017
PATACA,2007

LIU et al., 2019
Lletal., 2019
CAVAGIS, 2014
ALOH et al., 2015

ILASLAN, 2015




Amostra

Caracteristicas

Método

Analito

Referéncia

Refrigerantes e suco de maca

Refrigerantes e sucos de
frutas

Sacarose hidrolizada

Solucdes de glicose

Suco de frutas, refrigerantes,
mel, leite

Suco de tdmaras, processo
fermentativo

Suco e néctar de uva
Tecidos lenhosos vegetais

Vinho Colonial

Método de ensaio baseado em
nanoparticulas de Ag
(espectrofotémetro) e IC

Método baseado em PLS e ATR-IR

Método espectrofotométrico
CUPRAC x Reagente de Tollens

Reagente Benedict

Método espectrofotométrico
CUPRAC x Método ADNS

GC-MS e método enzimatico

Refratometria, espectrofotometria e
CLAE

Método fenol-sulfirico

Método ADNS

Espectrofotometrico

Espectrofotométrico

Espectrofotométrico
Colorimetrico

Espectrofotométrico

Cromatogréfico e
enzimatico

Vérios
Colorimétrico

Colorimétrico

Acucar total

Glicose, frutose e
sacarose e Agucar
total

Acucar redutor
Acucar redutor

AcUcar redutor

Glicose, frutose,
manose e sacarose
Acucares (natural e
adicionados)
AcUcar Total e
amido

Acucar redutor

DELLA PELLE, 2019

RAMBLA et al., 1998

DURMAZEL, 2019
DAVIS, 1963
BASKAN, 2016
AL-MHANNA, 2018
CALDAS, 2015
CHOW, 2004

Dos SANTQOS, 2017

ADNS - Acido 3,5-dinitrosalicilico

AOAC - Association of Analytical Chemists
ATR-IR - Espectroscopia no infravermelho com reflectancia total atenuada (do inglés, Attenuated total reflectance infrared spectrometry)
CLAE - Cromatografia liquida de alta eficiéncia
CUPRAC - Capacidade antioxidante redutora cuprica (do inglés, Cupric reducing antioxidant capacity)
EDTA - Acido etilenodiaminotetracético

FT-IR- Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier

GC-MS - Cromatografia gasosa com espectrometria de massa (do inglés, Gas chromatography—mass spectrometry)

IC - Cromatografia ibnica (do inglés lonic chromatography)

NIR — Espectroscopia no infravermelho proximo (do inglés Near-infrared spectroscopy)

NIR-HSI - Imagem hiperespectral no infravermelho proximo (do inglés, near-infrared hyperspectral imaging)
PLS - regressao por minimos quadrados parciais (do inglés, Partial least squares)

RF — Refratometria.
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Como observado na Tabela 3, além dos métodos anteriormente discutidos, a espectroscopia no
infravermelho tem sido utilizada para a determinagdo de acucares em alimentos (PAN et al.,
2015; SHETTY et al., 2012) pois a determinacdo dos constituintes em alimentos é rapida e
requer pouca ou nenhuma preparacdo de amostra (OLIVEIRA et al., 2014; SYLVIE et al.,
2009).

Cabe ressaltar, no entanto que a espectroscopia no infravermelho per si ndo é capaz de
fornecer informacg6es quantitativas atraves de seus espectros, sendo necessaria sua utilizacédo
em conjunto com a quimiometria (analise multivariada aplicada aos dados quimicos) e um
método analitico de referéncia. Para essa finalidade é construido um modelo multivariado que
é capaz de relacionar os espectros de um determinado grupo de amostras e seus respectivos
valores dos parametros ja determinados através de analises de referéncias (SOROL et al., 2010).

Os métodos espectroscopicos em geral, sdo vantajosos por permitirem uma analise ndo
destrutiva, rapida, confiavel e que necessita de pouca quantidade de amostra para a analise. O
seu emprego resulta em métodos réapidos e exatos, aplicados amplamente no controle de
qualidade de produtos alimenticios e em analises quimicas (OLIVEIRA et al., 2014). O método
de espectroscopia no infravermelho se destaca como uma maneira rapida e precisa de obter a
quantidade de acUcares diferentes (RAMASAMI et al., 2004).

Conforme MORGANO et al. (2007) a espectroscopia no infravermelho préximo
combinada com o método de calibragdo multivariada por minimos quadrados parciais (PLS do
inglés partial least squares)) é uma técnica facil e rapida na determinacdo do teor de acucar
total em amostras de café cru. As principais vantagens do método proposto quando comparado
com o método tradicional gravimétrico sdo reducdo do tempo de analise, pouca manipulacao

das amostras, diminuicdo de residuos quimicos e reducéo do custo de analise.

3.3 QUIMIOMETRIA

A quimiometria é uma area multidisciplinar do conhecimento, em que a matematica e a
estatistica trabalham em conjunto na analise de dados de processos quimicos, de natureza
multivariada (FERRAO et al., 2004). Ela pode ser adotada para planejar e delinear
experimentos, onde um maior nimero de informagdes a partir de dados oriundos das anélises
multivariadas pode ser obtido.

As ferramentas quimiométricas para o tratamento de dados sdo desenvolvidas de acordo

com o interesse do estudo, seja para andlise quantitativa ou qualitativa. Duas ferramentas
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ganharam destaque no contexto das aplica¢fes analiticas: a) Reconhecimento de padrdes
[classificacdo e b) Calibracdo multivariada (CORREIA; FERREIRA, 2007).

3.3.1 Reconhecimento de padrodes

Os métodos de reconhecimento de padrbes tém como finalidade avaliar a existéncia de
similaridades e diferencas entre diferentes grupos de amostras de acordo com suas
caracteristicas, muitas vezes obtidas através de analises quimicas. Podem ser classificados em
dois tipos: ndo-supervisionados e supervisionados.

Os métodos ndo-supervisionados sdo aplicados para fazer analise exploratéria dos
dados, no estagio inicial de uma investigacao, tendo como objetivo encontrar ou identificar uma
tendéncia. Os principais métodos deste tipo sdo: analise de grupo hierarquico (HCA,
Hierarchical Cluster Analysis) e analise de componentes principais (PCA, Principal
Componentes Analysis) (CORREIA; FERREIRA, 2007).

Os métodos supervisionados tém como objetivo construir modelos a partir de um
conjunto de treinamento com grupos de amostras de natureza conhecida, € 0s principais
métodos com grande aplicabilidade em problemas analiticos de classificacdo sdo: a anélise
discriminante linear (LDA, do inglés, Linear Discriminant Analysis), andlise discriminante
pelos minimos quadrados parciais (PLS-DA, do inglés, Partial least Squares-Discriminant
Analysis) e a modelagem independente e flexivel por analogia de classes (SIMCA, do inglés,
Soft Independent Modeling of Class Analogy) (NAES et al., 2002).

3.3.2 Calibragao Multivariada

Dentre os métodos de calibracdo multivariada, a regressdo por minimos quadrados
parciais (PLS, do inglés, Partial Least Square) tem como fungdo construir um modelo
matematico a partir de dados multivariados, para prever de forma rapida, propriedades de
interesse das amostras, como parametros fisicos ou quimicos especificos. E um método de
calibracdo multivariada de 12 ordem em que as varidveis dependentes e as independentes séo
transformadas em variaveis latentes e, em seguida, correlacionadas entre si. O modelo final
resulta do ajuste com os menores erros de calibracdo e previsdo possiveis (DAMASCENO et
al., 2015).

O processo de calibragdo multivariada consiste basicamente em trés fases: calibracéo,

validagéo e previsdo, onde séo construidos modelos matematicos, relacionando a matriz da
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resposta instrumental (Xca) com um vetor que possui os valores de referéncia (yca, propriedade
de interesse).

Na validacdo € realizada uma avaliacdo dos modelos de modo a verificar se estes sdo
satisfatorios para a determinacéo das propriedades de interesse. Para isto sdo empregadas duas
técnicas: a validacdo por série de testes que usa subconjuntos separados (calibracéo e validacao)
e a validacéao cruzada (cross-validation), que usa o conjunto de calibragéo.

Ap0s o pré-processamento dos dados e aplicacdo do método PLS, parametros como erro
quadratico médio de calibracdo (RMSEC, do inglés, Root Mean Square Error of Calibration),
erro quadratico médio de previsdao (RMSEP, do inglés, Root Mean Square Error of Prediction),
coeficiente de correlacdo de Pearson ao quadrado (r?) e erro quadratico médio de validagéo
cruzada (RMSECYV, do inglés, Root Mean Square Error of Cross Validation), sdo calculados

para aferir a qualidade dos modelos de regressao obtidos (GODINHO et al., 2014).

3.4 IMAGENS DIGITAIS

A imagem digital, em forma bidimensional, requer duas etapas indispensaveis, a
aquisicdo e a digitalizagdo (MARQUES FILHO; VIEIRA NETO, 1999). A aquisicdo ocorre
por meio de dispositivos eletrénicos, como cameras fotogréficas, webcam, smartphones, dentre
outros. Esses dispositivos captam uma cena real tridimensional e a convertem em uma imagem
analogica (eletronica). Essa conversdo é realizada por um sensor (CCD? - Charge Coupled
Device ou CMOS — Complementary metal-oxide semiconductor), que tem a funcao de converter
a energia luminosa incidente sobre o objeto em sinal elétrico. Mas para que essa imagem possa
ser processada no computador ou celular, a mesma deve ser digitalizada, onde cada ponto é
denominado de pixel. Cada localizacdo do pixel na imagem contém apenas um unico valor
numérico que representa o nivel de sinal naquele ponto, sendo que esses niveis de cores podem
variar de 0 a 255 (SOLOMON; BRECKON, 2011).

Em um sistema RGB (do inglés Red, Blue and Green), um pixel pode ser considerado
um vetor, composto por trés imagens monocromaticas, em que 0s componentes representam as
intensidades de vermelho (R), verde (G) e azul (B) (Figura 3).

Utilizando informagdes simples das imagens, como os valores de cores baseadas no
sistema RGB, consegue-se obter resultados analiticos similares aqueles adquiridos com
instrumentacdo analitica, caracterizando esta estratégia em uma alternativa de menor custo para
a realizacdo de determinadas medidas instrumentais, como classificacdo de amostras baseadas
em medidas colorimétricas (ASKIM; MAHMOUDI; SUSLICK, 2013).
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Figura 3 - Representacdo grafica do sistema RGB.

R- Vermelho

B- Azul G- Verde
Fonte:http://www.jbprint.com.br/blog/imgs/rgb.jpg

A cor é um fendbmeno psicofisico tridimensional. Ao definir um espago de cores, as
informacdes de cores podem ser transformadas em valores numéricos, dados da biblioteca de
cores etc., que podem ser tratadas como informacgdes analiticas. Ao tratar as cores como
informagoes digitais, ndo apenas as “cores” podem ser usadas, mas também 0s algoritmos
podem ser aplicados para extrair valores numéricos convertidos das informacdes das cores.

Com a ajuda de uma camera, um smartphone e um software de processamento de dados,
a imagem de milhares de amostras pode ser gravada e rapidamente transformada em um
relatério de medicdo em um computador ou no préprio smartphone. A anélise digital de cores
ganhou destaque em diversos campos da medicina, quimica, bioldgica, de medicamentos e de

alimento conforme apresentado na Tabela 4.



Tabela 4 - Trabalhos selecionados da literatura que utilizaram imagens digitais no visivel.
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(Continua)
Amostra Reator Analito Caracteristicas Referéncia
Aqua Papel de filtro H e nitrito Determinacédo do pH e concentracao de (LOPEZ-RUIZ,
g Whatman P nitrito com uso de smartphone 2014)
Agua Vials de vidro Nitrito, fosfato, Imagens adquiridas com camera de (KILIC et al., 2018)

Agua do campo

Agua de lencdis freaticos
Aguas

Aguas

Solugdes de concentracédo
desconhecida de proteina

Isotbnico em po

Cana de acucar

Cerveja

Cultura de células
animais

Drinks

Dispositivo em
papel
Tubos

Microplaca de
poliestireno

Cubetas

Cubetas pléasticas

Cubeta plastica

Placa de porcelana
Filme polimérico

Papel filtro
analitico

Placas de porcelana

cromo e fenol

Bactérias
Fluoreto

Fluor

Fe(I1) e hipoclorito.

Proteina

Cloreto de ferro(l1l)

Cobre

Furfural

Glicose e lactato;
carboidratos

Etanol

smartphone

Disperséo da Escherichia coli com imagens
adquiridas com smartphone

Quantificagdo com smartphone

Colorimétrico com smartphone e aplicativo
Photometrix.

Quantificagdo com webcam digital

Determinagédo da concentragdo na amostra
colorimetricamente com smartphone

Quantificagcdo com smartphone e camera
digital.

Determinagéo do analito com camera digital

Determinacéo colorimétrica, com
smartphone

Colorimétrico — controle de crescimento
celular com smartphone

Quantificagdo com camera fotogréfica
digital

(PARK, 2015)
(LEVIN et al., 2016)

(BAUMANN, 2019)

(DANCHANA,
2020)

(GEE et al., 2017)

(KEHOE, 2013)

(PESSOA , 2017)

(RICO-YUSTE,
2016)

(IM et al., 2016)

(BENEDETTI, 2015)
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Amostra Reator Analito Caracteristicas Referéncia
Frutas exdticas Placas de porcelana Acido ascorbico Quan_tl_flcagao do analito com imagens (DOS SANTOS,
adquiridas com smartphone 2019)

Leite

Macromoléculas
bioldgicas

Saliva

Sangue

Solucdes de perdxido de

hidrogénio
Solucdes padréo de
tampéo pH

Suco de maca

Suplemento dietético

Suplemento vitaminico

Urina

Urina

Cela de

politetrafluoretileno

Cubeta de quartzo

Fitas de papel para

teste de alcool
Tira comercial

Fitas de papel

Papel indicador

Tira de teste de
papel

Cubetas de vidro

Placas de
polipropileno

Papel filtro

Tiras de teste de
urina

Acidez

Proteina (albumina
sérica bovina),
enzima catalase,
carboidrato (glicose)

Etanol

Colesterol

Peréxido de
hidrogénio

pH

Fungicida,
ectoparasiticida

Ouro

Sulfato ferroso

Glicose, proteina

Acido Ascorbico,
nitrito,

Teste com alizarol usando um smartphone e
aplicativo PhotoMetrix

Aquisicdo da imagem com um acessorio
optomecanico integrado ao smartphone

Determinag&o com smartphone
Determinag&o com smartphone

Determinag&o com smartphone

Sistema de deteccdo de pH colorimétrico
usando um algoritmo de adaptacéo de cores
com smartphone

Determinacéo através de Fluorescéncia do
Thiram, com smartphone

Determinacédo da concentracdo de nano
particulas com imagens adquiridas com
smartphone

Analises guantitativas univariada e
qualitativas multivariada, a partir da
decomposicdo de imagens digitais com
smartphone

Comparativo entre camera de telefone,
scanner e camera digital.

Deteccdo multi-analitos sobre papel
Aquisicdo imagens com smartphone.

(HELFER, 2018)

(DUTTA et al.,
2017)

(JUNG et al., 2015)
(ONCESCU, 2014)

(SOLMAZ, 2018)

(KIM, 2017)

(MEI et al., 2016)

(CAMPOS, 2016)

(HELFER et al.,
2017)

(MARTINEZ et al.,
2008)
(HONG; CHANG,
2014)
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Amostra

Reator

Analito

Caracteristicas

Referéncia

glicose, proteina,
leucdcitos,
bilirrubina
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Em comparacdo com os métodos convencionais, a analise digital possui inUmeras
vantagens, como 0 menor tempo de analise, potencial de operacéo in situ e analises em tempo
real. Além disso, como os dados de cores digitalizados sdo facilmente integrados a algoritmos
para processamento, a operacdo automatizada é possivel (XIA et al., 2015).

Na literatura, muitos trabalhos demonstram que a simples adicdo dos reagentes
diretamente a amostra e com posterior geracao de cor e realizacdo das medidas por imagens
podem fornecer resultados qualitativos tanto quanto quantitativos satisfatorios (SILVA NETO;
FONSECA; BRAGA, 2016). Através de dispositivos comuns de captura de imagens digitais
como cameras , webcams, scanners e smartphones, usados para registrar imagens de uma
reacdo colorimétrica, é possivel realizar determinagdes quantitativas e qualitativas com
desempenho adequado, sem a necessidade de instrumentos como espectrofluorimetros ou
espectrofotobmetros (BENEDETTI et al., 2015; GOMES et al.,, 2008; SILVA NETO;
FONSECA; BRAGA, 2016), no qual a intensidade da cor desenvolvida é diretamente
proporcional a concentragdo do analito (BENEDETTI et al., 2015; SANTOS NETO et al.,
2019). Assim o sinal analitico esta relacionado as medicdes da luz, em geral por reflectancia na
superficie dos reatores, em contraste com os métodos espectrofotométricos ou fotométricos que
séo baseados na transmitancia ou medidas de absorbancia (BENEDETT]I et al., 2015; SANTOS
NETO et al., 2019).

A maioria dos métodos colorimétricos com imagens digitais emprega o padrdo de cores
RGB, que utiliza cores primarias e o conceito fundamental de que mais de 16 milhGes de cores
podem ser empregadas com base em varias combinacfes dessas cores (DA SILVA LYRA et
al., 2014; GOMES et al., 2008). O uso do padrdo RGB como resposta analitica baseia-se no
fato de que estes valores mudam proporcionalmente com a cor em uma reacgdo colorimétrica.
Estes valores podem ser usados diretamente para realizar uma analise quantitativa.(ANDRADE
etal, 2013; DA SILVA LYRA et al., 2014; GAIAO et al., 2006).

Oliveira e colaboradores (2013) aplicaram a analise na identificacdo de amostras de
solos com concentraces de Cr(VI) superiores aos valores estabelecidos pelas legislagdes
internacionais, a partir da analise de imagens digitais, entre eles o sistema RGB, adquiridas com
0 emprego de uma impressora multifuncional. As imagens foram tratadas com programas
computacionais e também foi realizada a analise de componentes principais (PCA, do inglés
principal component analysis). Os autores relataram que 0 método proposto é bastante simples
e permite verificar se as concentracGes de Cr nos solos foram superiores ou inferiores ao

estabelecido por legislagdes de diferentes paises.
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Damasceno e colaboradores (2015) utilizaram a analise multivariada de imagens para
estimar o pH de amostras de dgua potéavel a partir da mistura das amostras com o reagente azul
de bromotimol e aplicacdo das informac6es do sistema RGB em modelo de calibragédo por PLS.

Lima e colaboradores (2013) introduziram a combinagdo de imagens digitais, obtidas
com uma webcam e um sistema em fluxo do tipo flow-batch como uma nova estratégia para
implementar analises quimicas quantitativas. Esse sistema foi aplicado para a determinacéo de
acido tanico em amostras de cha-verde, empregando o método de tartarato ferroso, com
desempenho analitico satisfatorio, alem de permitir uma reducdo significativa no consumo de
reagentes e amostras, assim como a diminuicdo na geragdo de residuos. O dispositivo € de baixo
custo com alta frequéncia de analises (cerca de 190 h™).

Na ultima década, a ampla adogéo da tecnologia de smartphones estimularam o interesse
da pesquisa em projetar produtos quimicos e sensores integrados a estes aparelhos. Esses
sensores portateis sdo projetados para identificar a presenca e concentragdo de analitos quimicos
e bioldgicos com base em suas interagdes com agentes especificos, como corantes, enzimas e
anticorpos.

Os dispositivos com smartphone tem sido usados como simples leitores ou um
instrumento com sensores totalmente interligados, atuando como detectores, processadores de
dados e indutores de sinal em um tnico pacote (MCCRACKEN; YOON, 2016). Com as rapidas
melhorias no hardware éptico dos smartphones foi possivel acoplar plataformas de sensores
Opticos independentes para aplicativos baseados em colorimetria, fluorescéncia,
espectroscopia, espalhamento e microscopia (RODA et al., 2016), resultando em aplicacdes
eficazes que antigamente eram restritas a equipamentos especificos, como os colorimetros,
espectrofotémetros e fluorimetros.

O desenvolvimento de técnicas de analise baratas, rapidas e robustas sdo de grande
importancia. Essas analises, realizadas através de aplicativos para smartphone, capturam e
analisam imagens digitais através de modelos matematicos. Entre estas opcdes, podem ser
realizadas analises univariada e multivariadas como a PCA, anédlise de agrupamentos por
métodos hierarquicos HCA e PLS (HELFER et al., 2017).

Pesquisas recentes demonstraram particular interesse em adaptar as técnicas de analise
por smartphone para lugares ou regides com “recursos limitados”, como locais em regides
rurais ou em desenvolvimento. Em tais circunstancias a infraestrutura de laboratorio ndo é
possivel, pois demanda muitas vezes de eletricidade, refrigeracdo, iluminagdo controlada e
equipamento estacionario de precisdo, onde fatores variaveis como iluminagdo, temperatura e

umidade do ambiente podem interferir drasticamente com ensaios quimicos e de biossensores
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(CHOI et al., 2016). A captura das imagens pode ser realizada atraves da caAmera do préprio
dispositivo ou através de uma camera USB conectada ao dispositivo, permitindo o
processamento em aplicativo dedicado para smartphone (HELFER, 2020).

Na literatura existem varios métodos colorimétricos que foram aplicados juntamente
com os smartphones. XIA et al. (2015) propuseram um método para detecgdo de glicose
sensivel e répido, com base na analise colorimétrica. Este método apresentou elevada
sensibilidade, possuindo uma grande faixa de detecgdo (010 g L) e baixo tempo despedido
para analise, onde foi possivel analisar 150 amostras em apenas 15 min com concordancia
superior a 99,8% em relacdo ao método ADNS.

Costa, Neiva e Pereira (2019) propuseram um método para especiacdo e determinacao
de Cr em amostras de couro usando imagens digitais e smartphone. A determinacdo de
elementos inorganicos como o Cr ainda é realizada por espectrometria de absorcdo atémica,
cuja instrumentacdo possui elevado custo e ndo esta disponivel em todos os laboratérios. O
método com imagens digitais mostrou-se bastante eficiente, com recuperacdes na faixa de 98-
124% e apresentou limites de detecgdo (LOD) e quantificacio (LOQ) de 0,6 e 2 mg kg?,
respectivamente.

Torres et al., (2011) exploraram um método baseado no uso de imagem digital para a
determinacdo da acidez em vinhos tintos por meio de uma titulacdo &cido-base sem uso do
indicador ou pré-tratamento da amostra, ja que estdo presentes compostos que mudam de cor
com a variacdo da acidez. As amostras de vinho foram analisadas e os resultados foram
comparados com o método de referéncia (potenciométrico) e nao foram encontradas diferencas
estatisticas significantes entre os resultados.

Apesar da praticidade dos smartphones para captura das imagens, em muitos trabalhos
0 processamento das mesmas nao se da diretamente no dispositivo. Dessa forma, um aplicativo
gratuito de analise colorimétrica para smartphones denominado Photometrix foi desenvolvido
e estd disponivel em plataforma digital para download (HELFER, 2015,
www.photometrix.com.br). O Photometrix captura e analisa imagens digitais através de
modelos matematicos e podem ser realizadas analises univariada e multivariada como PCA,
HCA e PLS. A captura das imagens pode ser realizada através da camera do proprio dispositivo
(versédo PRO), ou através de uma camera USB conectada ao smartphone (verséo UVC).

O aplicativo Photometrix possui a capacidade de calibragdo em diferentes escalas de
cores, sendo que isso ndo é possivel com outros aplicativos disponiveis, que permitem apenas
a calibragdo em uma escala de cor, dessa forma, limitando sua aplicacdo em varios métodos
colorimétricos (HELFER et al., 2017; HELFER, 2015). Para tanto, ferramentas quimiométricas
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estdo disponiveis no aplicativo, tais como a regressdo por minimos quadrados parciais (PLS).
Porém apesar dos recursos dos métodos analiticos baseados em smartphones, algumas
limitacGes de hardware prejudicaram a qualidade e a disseminacdo dos métodos analiticos
desenvolvidos. A lampada e o detector usados nesses dispositivos sdo 0S mesmos que 0S
disponiveis no smartphone, podendo haver diferengas entre modelos e fabricantes de
smartphones, o que levou a construcdo de dispositivos personalizados, para que haja uma
padronizacdo da camera, iluminacao e condicdo de captura de imagem de um smartphone para
outro.

No aplicativo Photometrix UVC, o uso de uma camera externa conectada a um
smartphone via conexdo USB permite a construcdo de um dispositivo que possa superar essas
limitacGes. A conexdo USB ¢ viavel para todos os smartphones e é adequada para operar
dispositivos baratos, totalmente disponiveis e miniaturizados, como cameras endoscopicas.
Esses tipos de cameras estdo disponiveis comercialmente e a baixo custo. A intensidade da luz
pode ser ajustada para permitir a captura de imagens adequadas. Um orificio é projetado para
permitir a introducéo de frascos fechados ou até de cubetas descartaveis. Esta versdo, utilizando
uma camera USB e o processamento de imagens, permite uma solu¢do completa para analise
de campo.

Grasel e colaboradores (2016) utilizaram o PhotoMetrix para a identificacdo de taninos
em plantas e sementes. A analise foi realizada de forma multivariada e as imagens foram
analisadas utilizando os histogramas RGB e canais de matiz, saturacdo e intensidade (HSI).
Para classificacdo as amostras foram dispostas em grupos através do PCA.

Em outro estudo usando PhotoMetrix, Helfer et al., (2017) propuseram um método
simples para determinacdo de ferro em suplementos, onde a determinagdo foi realizada no modo
univariado e a diferenciacdo entre lotes das amostras foi realizada no modo multivariado
empregando o PCA.

Na Tabela 5 visualizamos alguns trabalhos realizados com o aplicativo Photometrix.
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Tabela 5 — Aplicacdes ja efetuadas com o aplicativo Photometrix para determinagdes analiticas.

Amostra Analito

Versao

Referéncia

Aguas de

abastecimento Fluoreto

Aguas subterraneas Determinagéo de
e abastecimento Fluoretos e Fésforo

Especiagédo de Cr e

Couro determinagéo de Cr(VI)

Extrato comercial

de taninos Polifendis
Fertilizantes Fosfato
Leite Acidez (alizarol)

Adulterantes (cloretos,
Leite amido, perdxido de
hidrogénio e hipoclorito)

Suplementos

) .. Ferro
vitaminicos

PRO e UVC (BAUMANN etal., 2019)

PRO

PRO

PRO

PRO

PRO

uvC

PRO

(BEN DA COSTA, 2019)

(COSTA, 2019)

(GRASEL et al., 2016)

(SOUZA, 2019)

(HELFER, 2018)

(HELFER, 2020)

(HELFER, 2017)

Sendo assim, pode-se verificar que é inédita a investigacdo quantitativa de agUcares,

utilizando um método colorimétrico e smartphone conectado a uma cadmera USB, e a utilizacdo

do aplicativo Photometrix UVC.
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4 PARTE EXPERIMENTAL

Neste item esta descrito, na forma de manuscrito, o experimento que foi realizado com

base no enfoque do trabalho.
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ABSTRACT
Total sugar content of soft drinks was determined in a 3D-printed chamber equipped with an USB
camera attached to the smartphone to take pictures directly from the vessels used for the reaction of
monosaccharides with cupric ion from Benedict’s reagent. The free applicative PhotoMetrix UVC
was used to control the device and process images. Reaction time, total volume of solution and
illumination were evaluated. Images were captured before and after centrifugation and the results
were compared with official method (AOAC 923.09, Lane-Eynon titration). Partial least squares
calibration was used reaching suitable values (R? above 0.99; RMSEC and RMSECV values lower
than 0.07 and 0.23 mg mL™%, respectively). The proposed methods presented agreements from 95.3 to
108.7% to official one. Hundreds of samples can be analyzed in one hour and reductions in energy
expenditure by 5.5 times and waste volume by 78 times were obtained in relation to the AOAC

method.

Keywords: mobile phone; digital images; portable device; reducing sugar; colorimetry
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Introduction

The sugar content of soft drinks is often determined using classical methods based on the
reduction properties of monosaccharides. In such methods, a previous hydrolysis is carried out and
the amount of reagent consumed or reduced by monosaccharides could be determined using
spectrophotometry (e.g., dinitrosalicylic acid and Somogyi-Nelson methods) (Baskan et al., 2016;
Hossain et al., 2015; Shao & Lin, 2018), gravimetry (e.g., Munson-Walker method)(Silva et al., 2006;
Spencer & Meade, 1945) and titration (e.g., Lane-Eynon and Luff-Schoorl methods) (Komes et al.,
2011; Lane & Eynon, 1923; Taufik & Guntarti, 2009). Despite the features as low complexity and
the use of low-cost apparatus, these methods require excessive handling and a long time for analysis,
impairing their use for continuum monitoring during industrial processes. In addition, high amounts
of reagents are consumed and residue is generated. Therefore, the development of alternative greener
methods is desirable (Gatuszka et al., 2013)

In this way, high performance liquid chromatography (HPLC) (Choi et al., 2011), infrared
spectroscopy (Ramasami et al., 2004), gas chromatography mass spectrometry (GC-MS) (Al-Mhanna
et al., 2018) and enzymatic methods (Al-Mhanna et al., 2018) has been used for sugar determination
in beverages (e.g., carbonated, fermented and plant-based milk ones) (Baskan et al., 2016; Choi et
al., 2011; Garrigues et al., 1998; Marrubini etal., 2017; Rech et al., 2018) . Despite the features related
to selectivity and accuracy of such methods, they demand specialized analysts and instrumentation,
which lead to high operational costs and limited a broader use (Gorbunova et al., 2010; Xia et al.,
2015)

Digital image-based (DIB) analytical methods have been proposed for analysis of natural and
drinking water (Baumann et al., 2019; Hussain et al., 2016; Lopez-Ruiz et al., 2014; Park & Yoon,
2015), as well as distilled and fermented alcoholic beverages (Benedetti et al., 2015; Ferreira et al.,
2020; Oliveiraetal., 2017, 2018; Tischer et al., 2017; Voss et al., 2019). For this purpose, images in
the infrared and visible range could be obtained using portable devices as digital cameras, but

smartphone-based chemical analysis has gained a broader use due to the possibility to perform image
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capturing and processing in the same device. Furthermore, the smartphones could be easily adapted
in-house to fulfill the requirements of each application (e.g., by using 3D printers) (Danchana et al.,
2020), leading to customizations that escape from the devices offered only by commercial instrument
manufacturers (Baumann et al., 2019; Helfer, 2020).

Colorimetry is by far the most used approach for DIB applications, which is based on reactions
that lead to color changes. However, illumination conditions are often critical to obtain suitable results
and special devices have been developed to overcome such limitations (Benedetti et al., 2015; Dutta
et al., 2017; Hong & Chang, 2014; Kim et al., 2017; Martinez et al., 2008; Solmaz et al., 2018).
Another important limitation is the analytical method transfer among smartphones, because some
devices for image capture are not interchangeable. In addition, some methods proposed in the
literature proposed reactions in open systems that exposed smartphones directly to reagents or solvent
vapors, which could reduce the useful life of such equipment (Dutta et al., 2017; Helfer et al., 2018).

Helfer et al., (2020) proposed the use of a USB endoscopic camera attached to a 3D-printed
closed chamber under controlled illumination to overcome such limitations. A hole was provided to
allow the introduction of disposable closed vials and a free android app (PhotoMetrix UVC) was
developed to reach a full solution for DIB analysis. This new tool was applied for crude milk samples
to determine adulterants (chloride, hydrogen peroxide, hypochlorite, and starch) based on reactions
commonly used for visual qualitative tests. Moreover, all analytical operations could be easily
performed in a portable device, which could be adapted to any smartphone via USB connection. An
important feature of the app was the possibility to use some chemometric tools (e.g., partial least
squares regression, PLS) for data processing, which allowed the use of reactions that provide different
colors for different concentration of analyte (Ben da Costa et al., 2019; Benedetti et al., 2015; Bock
etal., 2018).

Therefore, in this work a rapid determination of sugar in soft drink and tonic water was
proposed using an endoscopic camera adapted to a 3D-printed device connected to the smartphone

via USB. Colorimetric reactions were performed using Benedict’s reagent (Benedict, 1908) in 2 mL
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disposable vials, and the images were captured directly at their bottom part. Experimental parameters
as reaction time, total volume of solution and illumination were evaluated and the results obtained
were compared with reference method (AOAC 923.09 (Horwitz & Latimer, 2019)). Image capture
was evaluated immediately after reaction and after a centrifugation step using the free android app
PhotoMetrix UVC. Green analytical procedure index (GAPI) (Ptotka-Wasylka, 2018) was used for

the evaluation of the greenness of the proposed methods and compare them to the reference one.

2. Materials and Methods
2.1 Samples and Reagents

Samples of sweetened carbonated beverages of cola, guarana, lemon and orange, as well as
tonic water (quinine) were purchased in the local market of Santa Maria, RS, Brazil. Benedict's
reagent (Dindmica, Brazil) was used for reactions, and it was composed by sodium citrate, sodium
carbonate and copper sulfate. Reference solutions were prepared using D-Sucrose P.A. (Alphatec,
Brazil). Purified water (Direct-Q 3 UV, 18.2 MQ cm, Millipore Corp., Bedford, MA, USA) was used
to prepare all solutions. Hydrochloric acid (Alphatec, Brazil), sodium hydroxide and anhydrous
sodium sulfate (Vetec, Brazil) were used in sample preparation, moreover the lead acetate (Vetec,
Brazil) was used to clarifying the colored samples. Methylene blue (Vetec, Brazil) was used as
indicator in reference titration method. Fehling A and B reagents were prepared using copper sulfate,
sodium and potassium tartrate and sodium hydroxide (Vetec, Brazil) according to AOAC 923.09

method.

2.2 Instrumentation

Ultratermostatic bath (model N11223, Nova Instruments, Brazil) was used for the hydrolysis
of sugar before the determination step for both proposed and reference methods. Magnetic stirrer
(THELGA, Brazil) and a glass burette (50 + 0.05 mL) were used for degassing samples and for

titration according to the reference method (AOAC 923.09 (Horwitz & Latimer, 2019)).
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A centrifuge (model MSE Micro, Centaur, England) was used to remove the insoluble
precipitate after reaction between Benedict’s reagent and reducing sugar. In all colorimetric analysis,
digital images were obtained using an endoscopic camera (SmartCam, model Intelligent Endoscope,
7 mm, and resolution of 640 x 480 pixels) connected to a smartphone (model Nexus 5, LG, USA) via
USB connection. The USB camera was positioned laterally inside the chamber containing a white
LED lamp for illumination with light intensity control. A hole in the center of the workpiece was used
for the introduction of a transparent polypropylene vial (Eppendorf type, 2 mL, Cralplast, Brazil).
The chamber was manufactured in polylactic acid using a 3D printer according to Helfer et al., (2020).
Images in the region of interest (ROI) of 64 x 64 pixels were captured after the colorimetric
reaction and processed using a smartphone equipped with free software PhotoMetrix UVC version
1.0.7 (GHELFER.NET Inc.), available in Google Play store. The multivariate calibration mode by

PLS regression was selected in the software using RGB histogram values.

2.3 Sugar determination by the reference method

For the determination of total sugar in soft drinks the AOAC 923.09 method was used, which
is equivalent to the Brazilian reference one (IAL 039/1V(Instituto Adolfo Lutz, 2008; BRASIL,
2005). Samples were degassed by magnetic stirring during 5 min. After, an aliquot of 5 mL was
transferred to a 100 mL volumetric flask and filled to the mark with purified water. The colored
samples were discolored using a 1.5 mL of lead acetate saturated solution (20%, w/v) and sodium
sulfate (AOAC, Method 925.46 B (d))(Horwitz & Latimer, 2019) followed by filtering to remove of
precipitate. Then, 50 mL of samples were hydrolyzed using 1 mL of the 1 mol Lt HCI solution under
heating (100 °C for 30 min). Hydrolyzed samples were cooled in room temperature (24 = 1 °C),
neutralized using 0.6 mL of 2 mol L™* NaOH (AOAC, Method 923.09 A(c))(Horwitz & Latimer,
2019), and filled to the mark with purified water in 100 mL volumetric flask. Determination of the

sugar content was performed according to official method (AOAC 923.09, Lane-Eynon Method),
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using Fehling A and B solution under boiling until the color of solution change from blue to colorless

(AOAC 923.09 C). The analysis was performed in triplicate (n = 3).

2.4 Smartphone-based sugar determination

The experimental conditions were evaluated before the determination of total sugar in the
samples. Experimental data was evaluated using the Protimiza Experimental Design Software
(Campinas, Brasil, 2005) with a Central Composite Design (CCD) to obtain the most suitable
parameter of color intensity (RGB). In supplementary material (Table S1), the complete matrix for
the experimental design is shown with the codified levels and true values. The design presented two
independent variables: lighting (x1; 2 to 74 lux) and total volume inside the vial (x2; 0.396 to 1.104
mL). The response studied were the values for Red (Y1), Green (Y2) and Blue (Y3) channels. The
experimental design was composed of 12 experiments with four replicates of the central point and
that was performed randomly and with four readings (n = 4) in each experiment. The control of light
intensity of LED lamp was measured in five values using free mobile software (CPU-Z for Android,
version 1.29, 2019), available on Google Play.

In these experiments no samples were used and only a 1:1 (v/v) mixture of distilled water and
Benedict's reagent was prepared in the vials. The significance of the factors was assessed by means
of analyses variance (ANOVA) and the model was verified by the significant regression statistic,
lack-of-fit and coefficient of determination (R?). The conditions for the measurement were set to
high intensities of R, G, and B.

Sample preparation for the smartphone-based method was performed according to reference
method (AOAC 923.09) as described previously in section 2.3. However, the determination of the
total sugar was performed directly in vial after sample preparation (hydrolysis procedure), using 0.75
mL of sample or reference solutions plus 0.75 mL of Benedict’s reagent, as showed in Fig. 1. The

solutions were mixed and heated in water bath at 90 °C during 5 min to complete the reaction.
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Figure 1

Afterwards, the samples were removed from the bath and two different approaches were used
for the color measurement of solutions: i) direct reading without centrifugation (direct reading, DR),
and ii) reading after centrifugation (with centrifugation, WC - 1 min at 13,000 rpm) using 0.50 mL
of supernatant. Calibration curves were constructed with solutions of hydrolyzed sucrose in
concentrations ranging from 0.5 to 2.5 mg mL™. Images (64 x 64 pixels) were captured (n=4) after
the reaction with Benedict’s reagent and processed using a smartphone equipped with PhotoMetrix
UVC, version 1.0.7. The partial least squares (PLS) model was selected in the software using RGB
histogram values. The step-by-step sequence in the software is described in supplementary material
(Figure S1).

The vials containing the solutions were inserted in the chamber, and the images were captured
under controlled illumination without interference of ambient light considering the values obtained

from experimental design.

2.5 Statistical evaluation

The PLS regression results were evaluated according to the coefficients of determination (R?),
slope, offset, root mean squared error of calibration (RMSEC), root mean squared error of cross
validation (RMSECYV), and root mean squared error of prediction (RMSEP). The LOD (36) and LOQ
(10c) were calculated considering the average of the blanks according to Eurachem Guide
(Magnusson & Ornemark, 2014). Accuracy was evaluated by the comparison of results obtained with
the proposed method with AOAC 923.09 method. The data were evaluated using analysis of variance
(ANOVA) followed by Student’s t- test at the 5% level of significance (p > 0.05) using GraphPad

InStat®, version 3.0.

2.6 Greenness evaluation of analytical methods
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Greenness evaluation was performed by the GAPI method that is based on the use of 5
pictograms subdivided in 3 or 4 regions internally. Several information could be obtained from these
images, since each one receives colors (green, yellow and red) for depicting low, medium or high
environmental impact involved for each step of analytical methodology. The information used to
evaluate the green characteristic of the analytical method had the aspects related from the sample
collection to the disposal of the waste generated for the environment, in addition to the energy
efficiency of the analytical method (Ptotka-Wasylka, 2018). The values used in GAPI for each

analytical method were reported in supplementary material (Table S2).

3. Results and Discussion
3.1 Evaluation operational parameters for smartphone-based determination of sugar

The reaction time (1 to 5 min) between Benedict’s reagent and sugar under heating was
evaluated. Initially, the Benedict's reagent is blue, but during the heating Cu?* ion is reduced with the
formation of red-colored precipitates of Cu2O. The color of the mixture depends on the content of
reducing sugar and different colors (green, yellow or red) could be formed due to different amounts
of Cu20 (Benedict, 1908). However, if centrifugation is used the blue color is observed only in
different intensities, according to the amount of Cu?* ion that remains in solution after reaction with
sugar. It was observed (supplementary material, Figure S2) that in for 1 and 2 min the reaction was
incomplete, but after 5 min the reaction is completed, and the red precipitate is clearly observed. The
calibration model for 5 min of reaction also presented the better results in the parameters with
RMSEC, RMSECV and RMSEP values of 0.04, 0.19 and 0.07 mg mL™, respectively. In such
conditions, the recoveries were from 92.8 and 104.4% and 5 min in water bath was chosen as reaction
time for all experiments using smartphone.

Before sugar determination an experimental design was used with two independent variables,

lighting (Lux) and volume of solution inside the vial (mL) to identify the suitable conditions for image
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capture. Values of the color intensity, from twelve CCD experiments are represented in the
supplementary material (Table S3).

According to the results obtained by ANOVA showed in supplementary material (Table S4),
it was observed that low coefficients of determination (R?) in the range 0.63 to 0.70 for the RGB
values were obtained. Therefore, the RGB parameters indicated that only 62.58 to 69.93 % of the
variables are explained by the model.

The results obtained provide the generation of a mathematical model, it was observed that
when more intense lighting is applied, there is a reading of higher RGB values. Therefore, this
variable presented influence in the analytical response.

The illumination (x1) is the most significant parameter (p < 0.05; R=0.0029; G= 0.0030 and
B=0.0069), while the volume (x2) was not a significant variable (p > 0.05; R= 0.4589; G= 0.4377
and B= 0.8480), as shown in supplementary material (Table S5). According to the set of results
obtained, maximum illumination (74 lux) was used because it presented the higher intensity for RGB
channels (Table 2). The volumes evaluated presented no difference, so the volume of 0.5 mL was
chosen for all determinations because it requires lower volume of samples and generates a reduced
amount of residue.

For image capture two approaches were used: DR and WC. For the DR analysis, the samples
were read immediately after the removal of the water bath. They were not cooled, because the
precipitation of the Cu.O is fast, but it avoids centrifugation for phase separation and the transfer of
the supernatant aliquot to other tube as in WC. However, WC presented greater stability of color that
allowed more time for image capture than DR process.

The results from the PLS models to determine sugar of soft drink are summarized in Table 1.
The regression models were developed using 20 to 24 samples for calibration in DR and 19 to 24
samples for WC, respectively. The most suitable results in relation to calibration (RMSEC) and cross
validation (RMSECV) errors were obtained with 3 and 5 factors, presenting values less than 0.07 and

0.23 mg mL™, respectively.
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Table 1

The correlation between the measured values errors and predicted values for sugar samples
used in the development of calibration model (0.5 to 2.5 mg mL of hydrolyzed sucrose) are shown
in Fig. 2. The coefficient of determination (R?ca) for all models (DR and WC) showed linearity higher
than 0.99, and no significant differences (p < 0.05) between the measured values and predicted values

were identified.

Figure 2

3.2 Sugar determination in soft drinks

After optimizations of experimental conditions, fourteen soft drinks samples were evaluated
(n= 15 for each one). PLS models gave prediction errors (RMSEP) less than 0.122 and 0.129 mg L
from DR and WC respectively. The results for samples are shown in the Fig. 3 and supplementary
material (see Table S6). The agreements between 95.3 and 108.7% were obtained for DR and WC in
relation to AOAC reference method, with no statistical difference (Student’s t - test t, p > 0.05) for
all samples evaluated. The deviations among the measurements obtained by proposed smartphone-
based methods were from 1.74 to 6.93, which are close to those from reference method 0.45 to 3.94.
The limits of detection (LOD, 3 ) and quantification (LOQ, 10 c) were 0.24 and 0.32 mg mL™* for

DR treatment and 0.08 and 0.18 mg mL* for WC, respectively.

Figure 3

3.3 Greenness evaluation
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A comparison of the aspects of green analytical chemistry of DR, WC and the official AOAC
923.09 method was carried out based in green analytical procedure index (GAPI). This is a new tool
recently proposed to evaluate analytical methods from sample collection to the final determination of
analytes and waste disposal steps. All data considered for this evaluation were presented in
supplementary material (see Table S2). The results of the comparison among the AOAC, UVC-DR

and UVC-WC are shown in Fig.4.

Figure 4

The first pictogram is related to sample collection, preservation, transport and storage, which
were similar to all methods. The second pictogram was used to evaluate sample preparation. In both
methods sample preparation was required, for sucrose hydrolysis was necessary used a water bath at
100°C during 30 min. For DR and WC method the reaction between Benedict’s reagent and sugar
was necessary heat in water bath (90°C) during 5 min. The third pictogram is related to the amount
of reagent used, health and safety risks. It should be emphasized that the residue generated in all
methods were the solutions of Benedict’s reagent, for the proposed methods, Fehling solutions A, B
for AOAC one and samples. In addition, DR and WC methods low risk to the analyst was observed,
since the analyzes are carried out in closed bottles, however in the AOAC method the titration of the
samples must be carried out under boiling. The fourth pictogram is related to the volume and
treatment waste and energy consumption, it is possible to see that the proposed method (DR and WC)
generated about 78 times less waste volume than the AOAC method. In addition, the proposed method
reduced energy expenditure by 5.5 times. And the fifth pictogram refers to the method, whether it is
direct or indirect, and the three methods require sample preparation in advance, therefore they are
indirect. The central circle indicates that the procedure is for qualification and quantification.

It is important to mention that the use of smartphone-based methods allowed the reduction of

the volume of residue generated during analysis comparing to AOAC titration methods. Therefore, it
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is possible to state that the use of smartphone methods reduced the residue generation in comparison
to official one going into direction of green analytical chemistry principles. In addition, a high
throughput was feasible since 400 and 250 samples per h could be read using DR and WC methods,
respectively. Therefore, the proposed methods could be considered a suitable alternative to fulfill the

green analytical chemistry principles in the determination of sugar in soft drink.

4. Conclusions

In this study was proposed a colorimetric method for determination of reducing sugars in soft
drink by USB camera coupled a smartphone device. The PLS regression was feasible for analysis of
both DR and WC approaches with good agreement from (95.3 to 108.7%) with the AOAC one. A
high throughput was reached, and up to 400 samples can be read in one hour. The greenness of the
proposed smartphone-based methods can be highlighted with the reduction in energy expenditure by
5.5 times and 78 times less waste volume than the AOAC method. Lastly, the safety features should
be emphasized due to the reduction of the amount of reagents and the use of closed vessels for

reaction.
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Table 1 PLS regression results for smartphone-based determination of sugar in soft drinks using

Parameter DR wC
Samples calibration 20to 24 19t0 24
Samples prediction 15 15
Number of factors 3-5 5

Slope

Offset

R2cal

RMSEC (mg mL™?)
RMSECV (mg mL™?)
Bias (mg mL™)

RMSEP (mg mL™?)

0.9900 - 0.9979

0.0031 - 0.0095

0.990 - 0.997

0.05-0.07

0.15-0.23

0.005 -0.104

0.03-0.12

0.9943 - 0.9990

0.0025 - 0.0071

0.994 - 0.998

0.03-0.05

0.09-0.23

0.011-0.135

0.02-0.13

RMSEC - Root mean square error of calibration

RMSECYV - Root Mean Square Error in cross-validation

RMSEP - Root mean square error of prediction
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Figure captions

Figure 1. Procedures used for determination of sugar content of soft drinks.

Figure 2. Correlation between sugar content measured with DR (A) and WC (B) for known

concentrations predicted using the proposed smartphone-based method.

Figure 3. Results (mean + standard deviation) for the determination of sugar in soft drink (C = cola;
G = guarana; L= lemon; O= orange and T = tonic water, w/v) using the proposed smartphone-based

DR and WC (n=15) and AOAC (n=3) methods.

Figure 4. Green analytical procedure index (GAPI) evaluation of the AOAC (923.09), Smartphone-
based DR and WC for the determination of the sugar in soft drink. The colors green, yellow and red
symbolize the characteristics of good, regular and not good conformity to green analytical chemistry.
White color was used when not applicable. 1. Sample collection, preservation, transport and storage;

2. Sample preparation; 3. Reagents and compounds; 4. Instrumentation; 5. Method type.
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68
545  Supplementary material — Table S1. Experimental design for smartphone-based determination of

546  reducing sugars in soft drinks.

Independent Variables
Units
variables -0 -1 +0 +1 + o
Lighting x, lux 2 5 12 35 74
Volume x, mL 0.396 0.500 0.750 1.000 1.104
547
548

549



69

550 Supplementary material — Table S2. Green analytical procedure index (GAPI) parameters for
551  analytical procedures used for sugar determination in soft drinks.
552
Category DR WC AOAC
Sample preparation
Collection - - -
Preservation Unnecessary Unnecessary Unnecessary

553

Transport

Storage

Type of method: direct
or indirect

Scale of sample
preparation

Solvents/reagents used

Store the sample at room
temperature and without
light

Requires reaction in bath
water during 30 min,
between Benedict reagent
and sample

Benedict’s reagent (contain

copper)

Store the sample at room
temperature and without
light

Requires reaction in bath
water during 30 min,
between Benedict reagent
and sample

Benedict’s reagent (contain
copper)

Centrifugation and

Store the sample at room
temperature and without
light

Requires reaction in bath
water during 30 min,
between Fehling A, B
reagent and sample

Fehling reagent (contain
copper)

Additional treatments None . None
collection of the supernatant
Reagent and solvents
0.6 mL of NaOH
0.010 mL of NaOH 0.010 mL of NaOH 1.0 mL of HCI
0.014 mL of HCI 0.014 mL of HCI

Amount

Health hazard

Safety hazard

0.010 mL lead acetate
1 mL of Benedict’s reagent

0.75 mL of diluted sample
(80 times)

No special hazards

Low flammability or
instability

0.010 mL lead acetate
1 mL of Benedict’s reagent

0.75 mL of diluted sample
(80 times)

No special hazards

Low flammability or
instability

1.5 mL lead acetate
5 mL of Fehling A

5 mL of Fehling B
121.9 mL of water

5 mL of sample

No special hazards

Low flammability or
instability, but requires
boiling titration

Instrumentation

Energy
Occupational hazard

Waste

Waste treatment

0.4619 KWh

Hermetic sealing of
analytical process

1.784 mL

Require passivation

0.4623 KWh

Hermetic sealing of
analytical process

1.784 mL

Require passivation

2.578 KWh

Emission of vapours to the
atmosphere

140 mL

Require passivation

Quantification

Yes

Yes

Yes
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Supplementary material — Table S3. Experimental conditions and instrumental responses of the

rotational central composite design (CCD) used to optimize the parameter of color intensity (RGB)

for smartphone-based determination of reducing sugars in soft drinks.

Run Lighting (xu, lux) Volume (x2, mL) R (Y1) G (Y2) B (Y3)
E-1 -1 5 -1 0.500 125 147 178
E-2 1 35 -1 0.500 153 182 214
E-3 -1 5 1 1.000 116 163 190
E-4 1 35 1 1.000 149 200 207
E-5 -a 2 0 0.750 54 78 98
E-6 +a 74.30 0 0.750 169 207 237
E-7 0 13.50 - 0.396 144 170 199
E-8 0 13.50 +a 1.104 127 177 205
E-9 0 13.50 0 0.750 143 179 206
E-10 0 13.50 0 0.750 138 175 202
E-11 0 13.50 0 0.750 141 179 205
E-12 0 13.50 0 0.750 142 178 204
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568

569

570

571

572

573

574

575

576

for smartphone-based determination of reducing sugars in soft drinks.

Source SS Df MS F calc p value
Red

Regression 6247 1 6247 23.2 0.00070
Residual 2687 10 269

Lack-of-fit 2676 7 382 104 0.00141
Pure Error 11.0 3 3.7

Total 8934 11

R squared = 0.70

Green

Regression 8090 7 80890 21.8 0.00088
Residual 3703 10 370

Lack-of-fit 3693 7 528 169 0.00069
Pure Error 9.4 3 3.1

Total 11793 11

R squared = 0.69

Blue

Regression 7740 1 7740 16.7 0.00022
Residual 4628 10 463

Lack-of-fit 4622 7 660 308 0.00028
Pure Error 6.4 3 2.1

Total 12369 11

R squared = 0.63

71

Supplementary material — Table S4. Analysis of variance (ANOVA) of the intensity of color (RGB)



577  Supplementary material — Table S5. Results obtained for RGB values after generation of

578  mathematical model for significant parameters for experimental conditions.

Parameters p-value R p-value G p-value B
Lighting (x1) 0.0029 0.0030 0.0069
Volume (x2) 0.4589 0.4377 0.8480
Interaction (X1 — x2) 0.8885 0.9551 0.6785

579

580
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Supplementary material — Table S6. Results (mean * standard deviation) for the determination of

sugar in soft drink (C = cola; G = guarana; L= lemon; O= orange and T = tonic water, % w/v) using

the proposed smartphone-based DR and WC (n=15) and AOAC (n=3) methods.

Smartphone-based methods

Samples AOAC
DR wWC

C1 8.38 £ 0.27 8.20 £ 0.40 8.5+0.08

C2 8.37+0.15 8.41+0.27 8.61 +0.06
C3 5.62 +0.33 5.55+0.15 5.63+0.02
Gl 6.17 +0.28 6.06 £ 0.32 6.17+0.24
G2 8.36 + 0.58 8.87 £ 0.32 8.8+ 0.08

G3 9.70+0.50 10.58 + 0.42 9.96 +0.11
L1 7.96 +0.31 7.65+0.39 7.79+0.04
L2 10.02 + 0.39 10.96 + 0.38 10.01 +0.33
L3 8.49 +0.28 8.57+0.17 8.61+0.04
01 7.60 +0.35 7.85+0.40 7.38+0.23
01 7.66 +0.23 7.33+£0.35 7.33+0.20
T1 8.46 + 0.26 8.59+0.18 8.54 +£0.12
T2 8.14 +0.31 7.71+0.35 7.45%0.15
T3 8.37+£0.40 8.48 +0.23 8.34+£0.11
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Supplementary material — Figure S1. Steps for both calibration and determination of sugar in soft drinks samples using the Photometrix UVC app in

the smartphone.
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589  Supplementary material — Figure S2. Results for the evaluation of the time of reaction in a
590  water bath using the DR method. Total volume of 2 mL: 1 mL of Benedict’s reagent solution

591 and 1 mL of hydrolyzed sucrose solutions in concentrations ranging from 0.5 to 2.5 mg mL™.
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5 CONCLUSAO

O estudo permitiu o desenvolvimento de um novo método analitico para a anélise de
acucares usando um aplicativo para smartphone. O ensaio foi aplicado em refrigerantes, no
entanto, pode ser expandido para uma ampla variedade de amostras. As analises realizadas pelo
método convencional e com o aplicativo PhotoMetrix apresentaram valores concordantes. A
eficiéncia desta nova ferramenta de analise para a determinacédo de agucares totais destaca seu
potencial para andlises rapidas e acessiveis. Além disso, representa um método valioso para
analise de campo e para uso em escala industrial e em ambiente escolar. O método desenvolvido
também apresentou vantagens quando comparado ao método convencional, pois reduz o tempo
de anélise, permite maior mobilidade e oferece um aumento significativo na frequéncia
analitica. Neste contexto, o uso deste aplicativo associado a popularizacdo dos smartphones
torna o emprego desta ferramenta uma possibilidade para anélises quimicas rapidas e de baixo
custo, com reducdo significativa do uso de reagentes e geracdo de residuos quimicos, indo ao

encontro dos principios da quimica analitica verde.
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